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はじめに
　細胞表面は種々の複合糖質で覆われている。これら複
合糖質の一つにガングリオシドと呼ばれる一群の分子種
がある。ガングリオシドはほとんどの動物において、細
胞膜の普遍的な構成成分として存在するが、動物種や組
織によって特徴的な分布を示し、とくに神経系組織には
非神経系組織に比べて多量のガングリオシドが存在す
る1）。ガングリオシドは、その頭部にシアル酸を含むオ
リゴ糖鎖を、その尾部にセラミドを持つスフィンゴ糖脂
質であり、小胞体で合成された脂質部分がゴルジ装置に
運ばれたのち、ゴルジ膜に規則的に配置された糖転移酵
素により段階的に、糖付加反応を受けることにより合成
される2）’5）。
　ガングリオシドは骨格となる中性糖鎖の構造に基づい
て、およそ、5つの系統に分類される（ガングリオ系、
ヘマトシド系、ガラ系、ネオラクト系、グロボ系）。さ
らに、主要なガングリオシドを含むガングリオ系とヘマ
トシド系では、シアル酸の結合様式によってa系列、b
系列、c系列に大別される6）（Fig．1）。このうち、　a系列
およびb系列ガングリオシドは中枢神経組織の主要ガン
グリオシドであり、これまで、これらガングリオシドを
対象とする多くの研究がなされている。これらガングリ
オシドの細胞表面での機能に関するこれまでの知見を総
括すると、ガングリオシドがレセプターとして機能して
いる可能性を示すものと、さまざまな細胞機能に対する
調節因子として機能している可能性を示すものに分類さ
れる。前者の例としては、GM　1がコレラトキシンのレ
セプターとして7ト91、GTlb（およびGQlb）がボツリヌ
ストキシンのレセプターとして1°｝、また、ガン転移にお
いてGM3が細胞接着分子のレセプターとして機能して
いることが知られている11｝。また、ガングリオシドが細
胞増殖因子のレセプターに対する調節因子として機能し
ていることが知られている。たとえば、ガングリオシド
GM3がEGFレセプターと特異的に結合し、　EGFレセプ
ターのチロシンリン酸化を直接抑制し、細胞増殖を阻害
すること12ト17）、血小板由来増殖因子（PDGF）のレセプ
ターのチロシンリン酸化がGM　1によって抑制され、細
胞増殖が阻害されること18）・19）、さらには、PC　12細胞に
おいて、GM1が神経成長因子（NGF）のレセプターを
活性化し、神経突起の伸長を引き起こすことなどが知ら
れている20）。
　このように、ガングリオシドが細胞の分化！増殖、細
胞接着、情報伝達に関与していることを示す報告は数多
いが、これらの機能に加え、近年、自己免疫疾患におい
て、疾病の発症、進展などに、抗ガングリオシド抗体が
重要な役割を担っている可能性が示唆されている。例え
ば、自己免疫性ニューロパチー患者の血液中に、抗GM
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Fig．1．　Biosynthetic　pathways　of　a－，　b－，　and　c－se㎡es
　　　gangliosides．　ST，　sialyltransfbrase；GalNAc－T，　N－
　　　acetylgalactosa皿inyltra皿sfbrase；and　Gal－T，　galac－
　　　tOSyltranSfbraSe．
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1および抗GDlbなどの自己抗体が認められること21）・22）、
運動障害優位の神経疾患を呈するギランバレー症候群に
おいて、血液中にGM1、　GDlb、　GQlbなどと反応する
抗体が高頻度に検出されていることなどが報告されてい
る。なお、ギランバレー症候群の神経障害の発症機構に
関して、神経伝達に重要な部位であるランビエ絞輪軸索
にGDlaが多く存在していることが報告されている23L25｝。
さらに、糖尿病患者の膵臓のβ細胞に発現しているガン
グリオシドに対する自然抗体により、β細胞が破壊され、
糖尿病が発症するとの仮説も提出されている26L32）。この
ように、a系列およびb系列ガングリオシドの機能に関
しては、さまざまな知見が集積されつつある。
　一方、c系列ガングリオシドは、1972年にIshizukaら
によって魚類脳より初めてGQlcが見いだされたのち33）、
1980年にAndoらによってタラ脳中のGT3、　GQlc、　GP
lcなどの一連の構造が同定され、　c系列ガングリオシド
として確立されるに至った6）・34）。C系列ガングリオシドは、
セラミドにグルコース、ガラクトース、N一アセチルガ
ラクトサミン、ガラクトースの順で結合している糖鎖の
うち、中央のガラクトース残基に、3つのシアル酸残基
が結合した構造を有する。このc系列ガングリオシドは
特定の魚類の脳組織には多量に存在するものの、鳥類の
胚脳や哺乳類の胎児脳組織では一過性に発現するだけで、
成体動物の脳組織ではほとんど認められない特異なガン
グリオシドである351。
　神経系におけるc系列ガングリオシドが神経発生過程
でどのような発現様式を示すかについては、ニワトリの
脳を用いて詳しく調べられている。ニワトリの神経の発
生過程では、神経管がマトリックス細胞のみからなる初
期段階では、比較的単純な構造のガングリオシド、GD
3やGD2が主に発現しているが、神経線維の進展の時期
には、GD3、　GD2は減少し、より複雑な構造を持ったc
系列ガングリオシドであるGTlc、　GQlcやb系列のポリ
シアロガングリオシドであるGTlb、　GQlbなどが発現
し始める36）β7）。また、Obataらは、ヒト神経芽腫細胞
Neuro　2aに、魚類脳より分離したGQlcを添加する実
験を行い、GQlcの添加により、早期から強い神経突起
伸長作用が引き起こされることを見出している38）。また、
最近、c系列ガングリオシドのモノクローナル抗体を用
いた研究により、Alzheimer患者の脳において、　c系列
ガングリオシドが、特異的な分布を示していることが明
らかにされた39）。さらに、成人の小脳の星状細胞にC系
列ガングリオシドが発現していることも見出されてい
る4°）。このように、C系列ガングリオシドが、神経細胞
の分化／増殖に重要な役割を果たしていることを示峻す
る知見は多いが、c系列ガングリオシドの生理機能に関
しては未だ仮説の域を脱していないのが現状である。
　一方、非神経組織におけるc系列ガングリオシドに関
しては、ウシバターミルク41｝43）、ヒト肺44｝、ヒト膵臓45｝、
ブタ腎46）、ネコ赤血球47｝、ある種の癌細胞48）’53）に見いだ
されているが、その発現ならびに機能に関してはほとん
ど明らかにされていない。我々は、非神経系におけるc
系列ガングリオシドの発現とその機能を明らかにするこ
とを目的とし、その構造、分布、および細胞機能を検討
した。
1．A2B5の特異性
　c系列ガングリオシドは通常、微量成分として存在し
ており、TLC上、他の主要ガングリオシド種と重なる
ため、分析が困難な場合が多い。そのため、c系列ガン
グリオシドに対する特異抗体が開発され、その発現や機
能を調べるために用いられてきた。これまでに作製され
た 系列ガングリオシドに対する主要なモノクローナル
抗体には、Obataらの確立したM6704、及びM710354）、
Henke－Fahleらにより確立されたQ21155）’57）、　Eisenbarth
らの作製したA2B558〕がある。　M6704とM7103は、ニ
ワトリ胚の神経管と体管の粗膜画分を免疫抗原として作
られた多数の抗体の中から、c系列ガングリオシドと特
異的に反応する抗体として選別された。M6704はc系列
ガングリオシドに特異な化学構造（Neu5Ac）3－Gal一と結
合するものであり、ほとんどすべてのc系列ガングリオ
シドを認識する。また、M7103はトリシアロガングリ
オテトラオース構造｛Gal－GalNAc－〔（Neu5Ac）3〕Gal－
Glc－｝を必要とし、　GTlc、　GQlc、　GPlcなどのポリシ
アロc系列ガングリオシドを認識する。このようにM
6704とM7103はc系列ガングリオシドを認識する抗体と
してはエピトープが明確にされているものであるが、現
在細胞株は保存されておらず、c系列ガングリオシドの
研究に用いることはできない。Q211は、　M7103と類似
のエピトープを有すると考えられているが、エピトープ
の詳細は未だ不明である。
　一方、A2B5は、ニワトリ胚網膜細胞を免疫抗原とし
て作製されたモノクローナル抗体であり、A2B5産生株
CRL1520細胞はATCCが継代保存している。　Yuらは、
A2B5がGT3、　GTlc、　GQlc、　GPlcなどの一連のc系列
ガングリオシドと特異的に反応するということを報告し
ているが59）、A2B5のエピトープは不明であり、　A2B5を
c系列ガングリオシド研究のツールとして用いることに
は賛否両論がある。我々は細胞株が入手可能で抗体産生
量の多いA2B5をc系列ガングリオシド研究のッールとし
て用いることを目的に、A2B5の特異性をまず研究した。
研究は、1）A2B5陽性ガングリオシドを多量に含む原
料を探索する、2）A2B5陽性ガングリオシドを精製し、
構造を解析する、3）aおよびb系列ガングリオシドと
A2B5との反応性を検討する、の戦略でエピトープを解
析した。
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　魚類、両生類、は虫類、鳥類、ほ乳類の脳を中心に
A2B5陽性ガングリオシドを探索した結果、カツオ脳に
多量に含まれることが明らかになった。約500匹のカツ
オ脳を精製し、4種のA2B5陽性ガングリオシドを精製
した（Fig．2，　G1－G4）。質量分析（MS）、酵素反応、分
解反応および各種ガングリオシド特異抗体との反応を駆
使し、G1－G4がc系列ガングリオシドGT3、　GQlc、　GP
lc、　GHlcであることを明らかにした（Fig．3、　Fig．4）。
これらc系列ガングリオシドは共にA2B5陽性で、反応性
はGT3＞GQlc＞GPlc＞G且1cの順であった（Fig．5）。
一方、c系列ガングリオシド以外のaおよびbガングリオ
シドは、高濃度でもA2B5と反応しなかった（Table　1）。
このことより、A2B5はc系列ガングリオシドと特異的に
反応し、エピトープはc系列ガングリオシドに特有の構
造であるhemato一およびgallglio一タイプのオリゴサッカ
ライドの内側のガラクトースに結合したtrisialosy1残基
であることが明らかになった6°）。
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Fig．2．　The　compositions　of　major　and　A2B5－reactive
　　　gangliosides　of　bonito　and　cod　fish　brain．　Gangli－
　　　osides　were　isolated　fセom　bram　tissue，　developed
　　　on　TLC　with　a　solvent　system　of　chlorofbm㎡
　　　me七hanoVO2％CaCl2・2H20（40：40：11），　and　visual－
　　　ized　with　resorcinol－HCI　reagent（a）or　immu－
　　　nostained　with　a　monoclonal　antibody　A2B5（b）．　In
　　　panel　A，　lane　1，　cod　fish　brain　gangliosides；2，　bo－
　　　nito　丘sh　brain　gangliosides；　and　3，　s七andard
　　　ganglioside　mixture．　In　panel　B，　lanes　l　and　2，　cod
　　　and　bonito　fish　brain　gangliosides．　The　amount　of
　　　gangliosides　per　Iane　is　equivalent　to　1μ9（a）or
　　　O．1μgsialic　acid（b）．
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Fig．3．　The　assumed　structures　of　G－1，　G－2，　and　G－3　and加gmentation　patterns　by　ESI－MS　analysis．　The　gangliosides
　　　G－1（a），G－2（b），　and　G－3（c）were　permethylated　with　methyl　iodide　and　analyzed　by　ESI－MS　and　CID－MS2．
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Fig．4．　The　ESI－MS　and　CID・MS20f　G－4．　The　ganglioside　G－4　was　permethylated　and　analyzed　by　ESI－MS（A）and　CID－
　　　MS2（B）．　The　upper　chart　shows　the　assumed　structure　of　G－4　and丘agmentation　patterns．
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Fig．5．　The　A2B5　reactivity　of　c－se亘es　gangliosides．（a）
　　　Dif丘rent　amounts　of　c－series　gangliosides　were　de－
　　　veloped　on　TLC　and　immunostained　with　A2B5，
　　　（b）　The　reactive　bands　were　quantitated　by
　　　densitome七ric　analysis．
　　　○，GT3；●，　GQlc；口，　GPlc；and■，　GHlc．
2．c系列ガングリオシドの構造、分布、発現様式
　2・1軟体動物にc系列ガングリオシドを発見
　これまで、ガングリオシドは棘皮動物などの後口動物
以上の種においてのみ、細胞膜の普遍的な構成成分とし
て存在するものと考えられてきた。我々はガングリオシ
ドは後口動物以上の種に限らず、ほとんどの動物の細胞
膜の普遍的な構成成分として存在し、一定の細胞機能を
担っているであろうとの仮説を立て、胎児性ガングリオ
シドと呼ばれているc系列ガングリオシドを標的に、動
物界におけるc系列ガングリオシドの分布をA2B5を用い
て検討した。その結果、棘皮動物以下のイカ、タコ、エ
ビ、カニおよび貝類にもガングリオシドが存在すること
をはじめて見い出した（Fig．6）61）。イカに関しては、
ガングリオシドを精製し、GT3およびGQlcが多量に含
まれることを明らかにした（Fig．7）62）。本研究を契機
に、生化学の教科書のガングリオシドの分布に関する記
載が変更された。
　2・2　新規c系列ガングリオシドの発見
　これまで、天然に存在するc系列ガングリオシドとし
ては、シアル酸の数が3－6個のGT3、　GT2、　GTlc、
GQlc、　GPlc、　GHlcが知られていた。我々は受精後12
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Table　1．A2B5－reactivity　of　gangliosides　and　other　glycolipids．
on　TLC　and　imm皿ostained　with　A2B5．
Acertain　am unt　of　compound（50　pmol）was　developed
Upid Structure Reactivity
GM3
GM1
GD3
GDla
GDlb
GT3
GTIb
GQlb
Gαc
GPlc
GHlc
Fuc－GM1
LM1’
Others
NeuAcα2－3Galβ1－4Glcβ1－1’Cer
Galβ1・3GalNAcβ1－4Galβ1－4G｜cβ1・1℃er
　　　　　　　　　　　　3
　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　　NeuAcα2
NeuAcα2・8NeuAcα2－3Galβ1・4Glcβ1・1’Cer
NeuAcα2・3Galβ1－3GalNAcβ1・4Galβ1・4Glcβ1・1’Cer
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　　　　　　　NeuAcα2
Ga1β1・3GalNAcβ1－4Ga｜β1－4Glcβ1・1℃er
　　　　　　　　　　　　3
　　　　　　　　　　　　1
　　NeuAcα2－8NeuAcα2
NeuAcα2－8NeuAcα2－8NeuAcα2・3Galβ1－4Glcβ1－1℃er
NeuAcα2・3Galβ1－3GalNAcβ1・4Galβ1－4Glcβ1－1／Cer
　　　　　　　　　　　　　　　　　　3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　｜
　　　　　　　　NeuAcα2－8NeuAcα2
NeuAcα2－8NeuAcα2－3Galβ1－3Ga｜NAcβ1－4Galβ1－4Glcβ1－1℃er
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　　　NeuAcα2－8NeuAcα2
NeuAco2・3Galβ1－3GalNAcβ1・4Galβ1－4Glcβ1－1’Cer
　　　　　　　　　　　　　　　　　　3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　NeuAcα2－8NeuAcα2・8NθuAcα2
NeuAcα2－8NeuAcα2－3Galβ1－3GalNAcβ1－4Galβ1－4Glcβf－］℃er
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　　NeuAcα2・8NeuAcα2－8NeuAcα2
NeuAcα2・8NeuAcα2－8NeuAcα2－3Ga｝β1－3GalNAcβ1－4Galβ1－4Glcβ1－1℃er
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3
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Fig．6．　TLC　and　overlay　analysis　of　acidic　lipids　fTom　hepatopancreatic　tissues　of　the　common　squid　and　paci丘cus　octo－
　　　　　　pus．　Acidic　lipids　were　isolated　伽m　tissues　and　developed　on　TLC　with　a　solvent　system　of
　　　　　　chlorofbrm／methano1／0．2％CaCl2・2H20（45：40：10）．　（A）Acidic　lipids　were　visualized　by　resorcinol－HCl　reagen七．
　　　　　　（B）Acidic　lipids　were　reacted　with　peroxidase－conlugated　cholera　toxin　B　subunit（lanes　1－3）or　reacted　with　the
　　　　　　toxin　after‘πs吻treatment　withα，ρe吟」㎎eηs　sialidase（lanes　4－6）．（C）Acidic　lipids　were　reacted　with　anti－
　　　　　　GMI　antibody（lanes　1－3）or　reacted　with　the　antibody　after　sialidase　treatment（lanes　4－6）．（D）Acidic　lipids
　　　　　　were　reacted　with　A2B5．　In　panels　A　and　D：1ane　1，　rat　liver　gangliosides（used　as　refbrence）；lanes　2　and　3，
　　　　　　acidic　lipids　f士om　squid　and　octopus　tissues．　In　panels　B　and　C：lanes　l　and　4，　rat　liver　gangliosides；lanes　2
　　　　　　and　5，　acidic　Iipids仕om　squid　tissue；lanes　3　and　6，　acidic　lipids　f士om　octopus　tissue．
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Fig．7．　The　compositions　of　A2B5－reactive　acidic　lipids　in
　　　squid　tissues．　Acidic　lipids　were　isolated仕om　squid
　　　tissues，　developed　on　TLC，　and　immunostained
　　　with　A2B5（lanes　2－6）．　Lanes　2，　hepatopancreas；3，
　　　cerebral　ganglion；4eye　lenses；and　5，　mantle　tis－
　　　sue．　Lane　6，　cod　brain　gangliosides　immunostained
　　　with　A2B5（as　refbrence）．　The　amount　of　gangli．
　　　osides　per　lane　is　equivalent　to　O．1μg　sialic　acid
　　　per　lane．1」ane　1，　rat　liver　gangliosides　visualized
　　　with　resorci皿ol’HCI　reagent．
日目のニワトリ胚脳中に、A2B5陽性でしかも極性の極
めて高いガングリオシドが存在することを見い出した
（Fig．8、　x）。　A2B5のエピトープを確認する目的で、
このガングリオシド構造を解析した結果、7個のシアル
酸を有する新規c系列ガングリオシドであることが明ら
かになった。本ガングリオシドは、GSlcと命名した
（Fig．9）。’1S”はSeptemの略である。　GSlcは受精後13
日目までのニワトリ胚脳中には発現しているが、その後
消失することより、発生の過程において何らかの役割を
担っているものと考えられるが、詳細については目下検
討中である（Fig．10）63．。なお、　GslcのA2B5に対する
反応性は、c系列ガングリオシドの中では最も低かった。
3．非神経組織におけるc系列ガングリオシドの発現
　ガングリオシドは中枢神経系組織に高濃度に発現し、
種々の細胞機能に一定の役割を担っていると考えられて
いるが、我々はガングリオシドは非神経組織にも分布し
ており、それぞれの組織、細胞において特異的な働きを
している、との仮説を立て、GT3、　GT2、　GTlc、　GQlc
およびGPlcに着目し、その非神経組織における分布を
まず検討した。
　c系列ガングリオシドは脳以外に、肝臓、腎臓、肺、
脾臓、胸腺、膵臓、副腎、甲状腺、睾丸、心臓、骨格筋、
および水晶体など、ほとんどの組織に発現していること
がわかった。また、組織によってc系列ガングリオシド
の発現に特徴のあることも示された。肝臓にはGTlc、
GQlcおよびGPlcが優位に発現しており、腎臓にはGT
lcが、膵臓にはGTlc、　GT2、　GQlcおよびGPlcが、ま
た、副腎、甲状腺および水晶体にはGT3が優位に発現
GM3・
GM1－●■
　　　　　　　●
GDla一粉●
　　　　　　　c●GDlb．●一●－1
一2一?
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一?????．????一???
Fig．8．　Major　and　c－series　gangliosides　of　E12　chicken
　　　bra血．　Gangliosides　were　isolated仕om　E　12　chicken
　　　brain　and　developed　on　high　pe㎡brmance　thin－
　　　layer　chromatography（TLC）with　a　solvent　system
　　　of　chlorofbrm／methanoVO．2％CaCl2・2H20（40：40：
　　　11）until　the　solvent廿ont　reached　at　the　position
　　　of　14　cm伽m　the　bottom　of　the　plate．　Gangli－
　　　osides　on　the　plate　were　visualized　with　resorcinol－
　　　HCI　reagent（lane　2，3μgsialic　acid　per　lane）or
　　　immunostained　using　a　monoclonal　antibody　A2B5
　　　（lane　3，　0．5μg　sialic　acid）．　Lane　1：　standard
　　　gangliosides　visualized　with　resorcinol－HCI　rea－
　　　gent．
していることが明らかになった（Fig．11）。さらに、肝
臓、脾臓、胸腺、膵臓、副腎、甲状腺および水晶体にお
けるc系列ガングリオシドの含量が多いことがわかった。
中でも、水晶体に特徴的にGT3が多量に発現している
ことが明らかになった。以上のことより、これらの組織
においてc系列ガングリオシドが特定の機能を有してい
る可能性が示唆された餌）・65～。
4．甲状腺におけるc系列ガングリオシドの機能
　甲状腺ホルモンは、成長、発育促進作用および基礎代
謝の維持を主要な役割としている66）。特に、甲状腺ホル
モンの存在は脳の正常発育に欠かせないことより、甲状
腺ホルモンとガングリオシドに関するこれまでの研究の
ほとんどが脳ガングリオシドに限られてきた67四’。我々
は甲状腺ホルモンの非神経組織に及ぼす影響を明らかに
するために、実験的甲状腺機能低下に伴うガングリオシ
ド変化を非神経組織に焦点を絞り検討を行った。
　5週齢のSDラットに0．05％プロピルチオウラシル
（PTU）を含む飲料水を5週間投与し、甲状腺機能低下
ラットを作製した後、10週齢の時点で甲状腺、肝臓、
一6一
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Fig．9．　Electrospray　ionization（ESI）－mass　spectrometry（MS）of　ganglioside　X．　The　structure　of　ganglioside　X　was　ana’
　　　lyzed　by　ESI－MS　a氏er　permethylation　with　methyl　iodide．（a）ESI－MS　spectrum　of　ganglioside　X；（b），　collision－
　　　induced　dissociation（CID）－MS2　spectrum　of　the　ion　peak　atη乙／z　1355　in　panel　a；（c）CID－MS3　spectrum　of　the　ion
　　　peak　at　m／z　1066　in　panel　b；and（d）CID－MS3　spectrum　of　the　ion　peak　at　m／z　1931　in　panel　b．
心臓、腎臓、肺臓、膵臓、脾臓、胸腺、精巣、水晶体、
大脳、小脳のガングリオシド組成を調べた。
　甲状腺機能低下に伴い、甲状腺、肝臓、心臓に特異的
なガングリオシド変化が認められた。甲状腺では、GM
1、GDlaの発現が増加し、それに伴いGM3が減少した。
また、c系列ガングリオシドGT3量が増加した（Fig．12）。
一方、肝臓では、b系列ガングリオシド（GDlb、　GTlb
およびGQlb）およびc系列ガングリオシド（GTlc、
GQlcおよびGPlc）の発現がほぼ完全に抑制され、　a系
列ガングリオシドのみからなるガングリオシド組成を示
した（Fig．13）。心臓では、　GM3およびGT3の発現が
増大した（Fig．14）。なお、大脳を含む他臓器のガング
リオシド組成に著明な変化は見られなかった79｝。
　これらのことより、甲状腺ホルモンが特定の非神経組
織あるいは細胞におけるガングリオシドの発現に重要な
役割を果たしている可能性が示唆された。また、甲状腺
ホルモンの作用発現において、ガングリオシドが一定の
役割を担っている可能性が示唆された。
5．膵臓におけるc系列ガングリオシドの機能
　ガングリオシドは様々な細胞機能に重要な役割を果た
すのみならず、抗原分子としても働き、ある種の免疫疾
患の発症機構に深く関与することが知られている。イン
スリン依存性糖尿病は膵臓B細胞に対する自己免疫機序
を通じて発症するとの一つの仮説がある8°）。これまで、
この自己免疫機序に関わる抗原分子として、膵島（ラン
ゲルハンス島）細胞抗原69（ICA69）81）、グルタミン酸
デカルボキシラーゼ821、インスリン83）、カルボキシペプ
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Fig．10．　Developmen七al　profiles　of　GSlc　and　other　c－series
　　　　　　gangliosides　in　chicken　brain．　Gangliosides　were
　　　　　　isolated丘om　chicken　brain，　developed　on　TLC，
　　　　　　and　immunostained　using　A2B5．　Lanes　1，　embry－
　　　　　　onic　day　6（E6）；2，　E9；3，　E　13；4，　E　16；5，　E20；and
　　　　　　6，postnatal　day　5．　The　amount　of　gangliosides　per
　　　　　　lane　was　equivalent　to　O．4μgsialic　acid．
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Fig．13．　Ganglioside　changes　of　liver　tissue　fセom　PTU－
　　　　　　induced　hypothyroid　rat．　Gangliosides　of　liver　tis－
　　　　　　sue　were　visualized　with　resorcinol－HCI　reagent
　　　　　　（A）or　immtmostained　with　A2B5（B）．　In　both
　　　　　　panel，　lanes　1－3，　gangliosides　fをom　control　rats：
　　　　　　lanes　4－7，　gangliosides仕om　hypothyroid　rats．　The
　　　　　　amount　of　gangliosides　per　lane　is　equivalent　to
　　　　　　25mg　wet　tissue　weight　in　both　panels．　Gangli－
　　　　　　osides　were　developed　on　TLC　with　a　solvent　sys－
　　　　　　tem　of　chlorofbrm／methanoVO．2％　CaCl2・2H20
　　　　　　（45：40：10）．
Fig．11．　C－series　gangliosides　i皿extra－nervous　tissues　of　7－
　　　　　　week－old　rats．　A　fixed　amount　of　gangliosides（0．2
　　　　　　μg　sialic　acid）were　developed　on　TI．C　and
　　　　　　immunostained　with　A2B5．　Lanes　1，　liver；2，　kid－
　　　　　　ney；3，　lung；4，　spleen；5，　thymus；6，　pancreas；7，
　　　　　　adrenal；8，　thyroid；9，　testis；10，　heart　muscle；
　　　　　　11，skeletal　muscle；12，　eye　lens；and　13，　cere－
　　　　　　brum．
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Fig．12．　Ganglioside　　　　　　　　　　　tissue　f士om　6－
　　　　　　propy1－2－thiouracil（PTU）　　　　　hypothyroid　rats．
　　　　　　Gangliosides　of　thyroid　tissue　were　visualized　with
　　　　　　resorcinol－HCI　reagent（A）or　immunostained　with
　　　　　　A2B5　（B）．　In　both　panels，　lane　1，　rat　liver
　　　　　　gangliosides；lane　2，　thyroid　gangliosides　f士om　con－
　　　　　　trol　rats；lanes　3　and　4，　thyroid　gangliosides仕om
　　　　　　hypothyroid　rats．　The　amount　of　gangliosides　per
　　　　　　lane　is　equivalent　to　1μgsialic　acid　in　both　pan－
　　　　　　els．　Gangliosides　were　developed　on　TLC　with　a
　　　　　　solvent　system　of　chlorofbrm／methanoUO．2％CaCl2・
　　　　　　2H20（45：40：10）．
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Fig．14．　Ganglioside　changes　of　hear七tissue　旋om　PTU－
　　　　　　induced　hypothyroid　rats．　Gangliosides　of　heart
　　　　　　tissue　were　visualized　with　resorci皿ol－HCI　reagent
　　　　　　（A）or　immunostained　with　A2B5（B）．　In　both
　　　　　　pane1，　lane　1，　rat　Iiver　gangliosides（as　refbrence）；
　　　　　　1anes　2－4，　gangliosides　fナom　control　rats：lanes　5－
　　　　　　8，gangliosides伽m　hypothyroid　rats．　The　amount
　　　　　　of　gangliosides　per　lane　is　equivalent　to　25　mg
　　　　　　wet　tissue　weight　in　both　panels．　Gangliosides
　　　　　　were　developed　on　TLC　with　a　solvent　system　of
　　　　　　chlorofbrm／methanoVO．2％CaCl2・2H20（45：40：10）．
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チターゼH84）などを含む幾つかの蛋白性自己抗原が報
告されているが、そのほか、GD3、新規ガングリオシ
ドとして同定されたGM2－1、およびc系列ガングリオシ
ド等の糖脂質が抗原分子として機能し得る可能性が報告
されている27［孤）潤L89）。このうち、　GD3はB細胞以外の細
胞にも広く分布しており、B細胞に特異的ではない。ま
た、GM2－1もB細胞のみならず、膵島中の非B細胞にも
存在していることが最近明らかとなった2θ。
　本研究では、糖代謝調節に重要な役割を担っている膵
臓に着目し、膵臓ガングリオシドの解析を行うとともに、
インスリン依存性の糖尿病の発症機構にc系列ガングリ
オシドが標的分子として機能しているかを検討した。そ
の結果、1）ラット膵臓組織はGM3のほか、　GD3、　GD
la、　GTlb、　GQlbを含む複雑なパターンを示した。一
方、ラット単離膵島には膵臓組織の主要ガングリオシド
であるGM3、　GDlaは認められず、ポリシアロガングリ
オシドを中心とする特異なパターンを示した（Fig．15）。
また、膵島は膵臓組織に比べ、タンパク量当たり10倍
以上高い濃度のガングリオシドを含有していた（Fig．
16）。2）ラット膵臓組織にはc系列ガングリオシドのう
ちGT3、　GT2、　GQlc、　GPlcが認められた。一方、ラッ
ト膵島のc系列ガングリオシド組成は膵臓組織とほぼ同
一であったが、その濃度は膵臓組織に比べ約250倍高値
と算出された（Fig．16）。また、単離した膵島は、　A2B5
を用いた蛍光免疫染色により強く染色された9°1。3）膵
島のB細胞を特異的に障害するストレプトゾトシン
（STZ）を用いて、糖尿病ラットを作製し、各臓器のガ
ングリオシド組成の変化を検討した。STZ処理ラットの
腎臓、肝臓の主要ガングリオシドおよびc系列ガングリ
オシドには著明な変化はみられなかった（Fig．17）。一
方、STZ処理ラットの膵臓では主要ガングリオシド組成
に著明な変化が認められなかったのに対し、c系列ガン
グリオシドは完全に消失しており検出できなかった
（Fig．18）91｝・92）。
　以上の結果から、ラット膵島は非膵島組織とは異なる
特異なガングリオシド組成を有することが示された。ま
た、c系列ガングリオシドは膵島B細胞に局在している
ことが示された。本結果は、c系列ガングリオシドが糖
尿病発症機構における標的分子として機能している可能
性を示唆するものであり、血清中のc系列ガングリオシ
ドに対する抗体は、インスリン依存性糖尿病の早期診断
マーカーとなり得ることが期待され、臨床上の意義は極
めて大きいものと考えられる。また、糖尿病の発症機序
を解明する上で、新しい視点を提供すると考えられる。
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Fig．15．　Thin－1ayer　chromatogram　of　gangliosides　in　pan－
　　　creatic　tissue　　and　　isolated　　pancreatic　islets．
　　　Gangliosides　i皿　pancreatic　tissue　and　isolated
　　　pancreatic　islets　were　developed　on　TI．C　and
　　　visualized　by　resorcmo1－HCI　reagent．　Lane　1，　pan－
　　　creatic　tissue（equivalent　to　10　mg　protein）；and
　　　lane　2，　isolated　pancreatic　islets　（equivalent　to
　　　O．18mg　protein）．
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Fig．16．　C－series　gangliosides　in　pancreatic　tissue　and　iso－
　　　lated　pancreatic　islets．　Gangliosides　in　pancreatic
　　　tissue　and　pancreatic　islets　were　developed　on
　　　TLC　and　immunostained　with　A2B5．　Lanes　l　and
　　　3，pancreatic　tissue（equivalent　to　10　mg　protein）；
　　　and　lanes　2　and　4，　pancreatic　islets（equivalent　to
　　　O．04mg　protein）．　Lanes，1and　2，　visualized　by
　　　resorcinol－HCI　reagent；　and　Ianes　3　and　4，
　　　immunosta血ed　with　A2B5．
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Fig．17．　Ganglioside　changes　in　pancreatic　tissues　of　ra七s
　　　suf壬bring　diabetes　fbr　one　month．（A）Chro－
　　　matogram　of　gangliosides　visualized　using　resorci－
　　　nol－HCl　reagent．（B）TLC－imm皿ochromatogram
　　　of　ganghosides　with　A2B5．　In　A＆B：lanes　1－5，
　　　control；lanes　6－10，　diabetic　tissues．　The　amo皿t
　　　of　gangliosides　per　lane　is　equivalent　to　20　mg
　　　wet　weight　of　tissue．
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Fig．18．　Ganglioside　changes　in　kidney　and　liver　tissues
　　　仕om　rats　suf丘ring　diabetes負）r　one－month．（A）
　　　Chromatogram　of　gangliosides　visualized　using
　　　resorci皿ol－HCI　reagent（B）TLC－immunochromato－
　　　gram　of　gangliosides　with　A2B5．　In　A＆B：lanes
　　　1’3；kidney；lanes　4－6，　hver；lanes　l　and　4，　con－
　　　tro1；　lanes　2，　3，　5，　and　6，　diabetic　tissues．　The
　　　amount　of　gangliosides　per　lane　is　equivalent　to
　　　15mg　wet　weight　of　tissue．
おわりに
　ガングリオシド研究は1980年代から神経系組織を中
心に盛んに行われてきたが、依然その生理機能は不明で
ある。本研究は非神経組織を中心に、胎児性ガングリオ
シドと呼ばれるc系列ガングリオシドの構造解析、分布
および細胞機能を検討した。
　A2B5はニワトリ胚の網膜細胞をマウスに免疫して樹
立したモノクローナル抗体であるが、これまでその特異
性が疑問視されていた。我々はこのA2B5の特異性を検
討し、A2B5がc系列ガングリオシドおよびそのアセチル
体に極めて高い特異性を有していることを明らかにした。
さらに、この特異抗体A2B5を用い、タラ脳同様、カツ
オ脳も多量のc系列ガングリオシドを含有しており、そ
の主成分はGT3、　GQlc、　GPlcおよびGHlcであるこ
とを明らかにした。また、受精後13日目までのニワト
リ胚脳中に新規c系列ガングリオシドGSlcが発現してい
ることを明らかにした。
　これまで、ガングリオシドは棘皮動物などの後口動物
以上の種においてのみ、細胞膜の普遍的な構成成分とし
て存在するものと考えられてきた。我々は棘皮動物以下
のイカ、タコ、エビ、カニおよび貝類にもガングリオシ
ドが存在することをはじめて見い出し、下等動物におい
てもガングリオシドが何らかの生理機能を担っている可
能性を示した。本研究の成果はガングリオシド研究者の
これまでの常識を覆させるに至った。
　次いで、A2B5を用い、成体ラットの肝臓、腎臓、肺、
脾臓、胸腺、膵臓、副腎、甲状腺、精巣、心臓、筋肉、
水晶体にc系列ガングリオシドが存在することを初めて
明らかにすると共に、これら非神経組織においては総ガ
ングリオシドにしめるc系列ガングリオシドの割合が神
経組織に比べて高いことを見いだした。興味あることに、
膵臓の膵島（GT3、　GT2、　GQlc）と水晶体（GT3）に
c系列ガングリオシドが極めて高濃度で含まれているこ
とがわかった。さらに、ストレプトゾトシン誘発ラット
糖尿病モデルにおいて、投与3日目より膵島のc系列ガン
グリオシドが消失すること、また同時に水晶体のGT3
が消失することも発見した。また、ストレプトゾシン同
様、膵島B細胞の選択的破壊を引き起こすアロキサンを
投与したラットでも、上記と同様の所見が得られた。こ
れらの結果より、①c系列ガングリオシドが膵島B細胞
に特異的に存在すること、及び②c系列ガングリオシド
が膵島B細胞の免疫反応における標的分子たりうること
が示唆され、インスリン依存性糖尿病の発症機序を解明
する上で、新しい視点を提供するとことができた。
　ガングリオシドは神経系組織のみならず非神経系組織
においても、細胞増殖、分化、接着、シグナル伝達など、
様々な細胞機能に重要な役割を果たしているとともに、
抗原分子として種々の疾病の発症に関与しているものと
考えられる。
　今後ガングリオシドの生理機能が明らかにされ、疾病
の予防や治療に応用されることを期待する。
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Study　on　structure，　distribution，　and　cellular　f㎞nction　of　c－series　gangliosides　in　the　extraneural　system
Kiyoshi　SUGIYAMA
Department　of　Clinical　Pharmacokinetics　School　of　Pharmacy，　Hoshi　University
　　　Gangliosides　are　distributed　mainly　on　the　outer　surface　of　cell　membranes　and　play　important　roles　in　various
cellular　f㎞nctions　including　adhesion，　growth，　difIbrentiation，　and　signal　transduction．　C－series　gangliosides　are　characterized
by　the　presence　of　a　trisialosyl　residue　at　the　inner　galactose　of　the　hemato　or　ganglio　oligosaccharide　structure．　This
ganglioside　species　is　present　in　adult丘sh　brain　of　certain　species　in　high　concentrations．　In　avian　and　mammalian
brain，　though　c－series　gangliosides　and　their　O－acetyl　derivatives　are　tempora田y　expressed　at　embryonic　stages，　they
are　hardly　detected　at　adult　ages．　Evidence　has　been　provided　suggesting　that　they　may　be　involved　in　growth，　diffbren－
tiation，　and　migration　of　neuronal　cells．　C－series　gangliosides　have　also　been　detected　in　tissues　and　cells　ofbxtra－neural
origin，　including　swine　kidney，　human　lung，　bovine　butter　milk，　cat　erythrocytes，　pancreatic　islet　cells，　anddiflbrenttypes
of　cancer　cells．　Expression　of　c－series　gangliosides　may　be　cell－specific．　Infbrmation，　however，　is　still　limited　about　the
distribution　and　function　of　c－series　gangliosides　in　extra－neural　tissues　and　cell－types．　In　the　present　study，　we　examined
the　distribution　and　f廿nction　of　c－se亘es　gangliosides　in　extraneural　system
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